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序 論 
 
 レクチンは、糖鎖の構造を認識して結合する糖タンパク質である。赤血球を
凝集するタンパク質として植物から発見され、その後の研究からウイルス、細
菌から脊椎動物まで幅広い生物種において、体液や細胞膜などに広く分布する
ことが明らかになっている（Sharon and Lis, 2003）。 
 海産無脊椎動物においてもレクチンが見つかっている。レクチンの糖鎖認識
ドメイン構造の特徴から、Cタイプレクチンやガレクチンをはじめとする多種多
様な種類が存在すること、さらに１種類の動物に複数のレクチンが存在するこ
とが明らかとなってきている（村本ら、2005）。一方、レクチンの機能について
は、全貌は明らかではないが、主なものは細胞間接着、生石灰化、生体防御機
構への関与の 3 つとされている（村本ら、2003）。すなわち、海綿動物において
は海綿細胞の凝集を仲介する（Wagner-Hulsmann et al.,1996; Gundacker et al., 
2001）。また、軟体動物、棘皮動物、節足動物などでは、殻や棘の形成を制御す
る生石灰化（バイオミネラリゼーション）において、レクチンの糖認識ドメイ
ンが関与し、炭酸カルシウムの結晶化を制御していると考えられている（ウニ
類 Wilt, 2002; アワビ類 Mann et al., 2000; アカフジツボ Muramoto et al., 
2001; Kamiya et al., 2002）。さらにレクチンは生体防御機構において働くと考え
られる。無脊椎動物は脊椎動物と異なり、抗体による異物認識のしくみを軸と
する獲得免疫機構を持たず、異物の侵入に対しては自然免疫のみで対抗する。
自然免疫は血球を中心とした細胞性防御と、血リンパに含まれる可溶性の因子
が働く液性防御から成り立っている。その中でレクチンは、細胞や真菌の表面
に存在する糖鎖を認識して結合することで凝集活性を示すこと、血球の貪食を
促進するオプソニン因子として働くこと（ホンビノスガイ Arimoto and Tripp, 
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1977; キタムラサキウニ Ito et al., 1992; アサリ Kim et al., 2006; Takahashi 
et al., 2008）、また原虫の感染によってレクチンの合成が促進されること（Kang 
et al., 2006）などから、液性防御に属する生体防御因子であることが示唆され
ている。 
 海産二枚貝類におけるレクチンの赤血球凝集および細菌凝集活性については、
アメリカガキ Crassostrea virginica（Tamplin and Fisher, 1989; Fisher and 
DiNuzzo, 1991）、ホンビノスガイ Mercenaria mercenaria（Tripp, 1992）、ホン
ヒバリガイ Modiolus modiolus（Tunkijjanukij at al., 1998a）で調べられている。
しかし、それらの種において血リンパにおいて赤血球を凝集する成分と同一の
成分が細菌も凝集するのか、あるいは細菌を凝集する成分は単一成分であるか、
複数成分であるかについては明らかではない。マガキ Crassostrea gigas におい
ては、血リンパレクチンの存在はこれまで明らかにされているものの（Hardy, 
1977（a）; Olafsen, 1995; 中村, 1995）細菌に対する凝集活性の特徴につい
ては十分に明らかにされていない。 
 そこで本研究では、マガキ血リンパレクチンの細菌に対する凝集活性の特徴
を明らかにすることを目的とした。 
マガキには 2 種類の血リンパレクチンが存在し、カルシウムイオンへの依存
性が異なる（Olafsen, 1995）とされているが、それについて確認するとともに、
赤血球凝集特異性の違いからレクチンのタイプ分けをすることを試みた。次い
で、9種類の細菌に対する凝集活性および赤血球吸着画分の細菌凝集活性を測定
することで、細菌を凝集する成分はレクチンなのか、また尐なくとも 2 種類あ
るレクチンのうちどのレクチンが細菌を凝集するのかについて調べた。さらに、
マガキにビブリオ菌を取り込ませると、ヒトおよびウマ赤血球に対する凝集力
価が上昇する（Hardy et al., 1977a; Olafsen et al., 1992）との報告がある。そこ
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で、マガキに細菌接種を施し、刺激を与えた時の血リンパレクチンの凝集活性
の変化を調べた。 
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第 1章 マガキ血リンパレクチンの 3種類の赤血球に対する凝集特異性 
 
マガキには脊椎動物の赤血球に対する凝集特異性の違いから gigalin E と
gigalin Hの尐なくとも 2種類のレクチンが存在し、それぞれカルシウムイオン
への依存性が異なるとされている（Olafsen, 1995）。すなわち、gigalin Eのウ
マ赤血球に対する凝集活性はカルシウムイオン依存性であり、一方 gigalin H
のヒト赤血球に対する凝集活性はカルシウムイオンの存在の有無に関係なく示
される。そこで本研究では、マガキ血リンパレクチンは上記の 2 種類なのか、
さらに他のレクチンが存在するのかを確認し、それらの凝集活性の特徴を知る
ことを目的として、3種類の動物赤血球に対する凝集活性のカルシウムイオン依
存性の有無と凝集活性の交差性を調べた。 
 
【材料と方法】 
材料 
 マガキは宮城県松島湾および女川湾で垂下養殖された 2 年貝を用いた。ただ
ちに実験に供さない場合は、水温 15℃～20℃の循環水槽内に保持し、順次実験
に供した。 
 赤血球はヒツジ、ウマおよびガチョウのものを用いた。各保存血は日本バイ
オテスト社より購入した。 
 
方法 
血リンパの採取 
 血リンパは閉殻筋血洞内から 1 ml シリンジを用いて採取した。採取した血リ
ンパは血球や組織残渣などを除くため、500 ×g、5 分間の遠心分離を行い、上
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清を得た。本研究ではこの遠心上清（血漿部分）を血リンパと呼ぶ（以降同じ）。 
 
赤血球懸濁液の調製 
 ウマ、ヒツジ、およびガチョウ保存血は TBS（Tris buffered saline ; 50 mM 
Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8.0）に懸濁したのち、500 ×g、5分間の遠心分離
を行い、洗浄した。2 回の洗浄後、得られた赤血球画分にカルシウムイオンを含
む TBS（TBS-Ca; 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 20 mM CaCl2, pH 8.0）を加え
て、2％（V / V）赤血球懸濁液を調製した。 
 
赤血球凝集活性の測定 
 赤血球凝集活性の測定は、96 well の U 字タイタープレートを用いて行った。
血リンパ（50μl）を TBS-Ca（25μl）を用いて連続 2倍希釈し、全 wellに 2％
赤血球懸濁液（25 μl）を添加した。その後、タイタープレートをよく振盪し
てから、室温で 2時間静置した。凝集の有無は、各 well の底部への赤血球の沈
降状態により判定した。赤血球が well 全体に広がっているときは赤血球がレク
チンに凝集されたと判定し、well の底に赤血球が沈んでいるときは赤血球がレ
クチンに凝集されなかった、あるいはレクチンが存在しなかったと判定した。
凝集活性は、赤血球に対して明らかに凝集活性を示した血リンパの最大希釈倍
率の対数（log2）を算出し、凝集力価として表した。 
 
カルシウムイオンへの依存性 
 赤血球凝集におけるカルシウムイオンへの依存性を確認するために、カルシ
ウムイオンを含まない系を設定して凝集活性の測定を行った。2％赤血球懸濁液
は保存血の洗浄後、得られた赤血球画分に TBS を加えて、2％（V / V）赤血球
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懸濁液を調製した。凝集活性の測定において、血リンパ（50μl）は 20 mM EDTA
を加えた TBS（TBS-EDTA; 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 20 mM EDTA, pH 8.0）
（25μl）により連続 2 倍希釈し、全 well にカルシウムイオンを含まない TBS
で調製した 2％赤血球懸濁液（25 μl）を添加した。 
 
交差吸着試験 
マガキ血リンパのウマ、ヒツジおよびガチョウ赤血球に対する凝集活性の交
差性を調べるために、各赤血球間における交差吸着試験を行った。赤血球凝集
におけるカルシウムイオンへの依存性についての試験で、ウマ赤血球に対する
凝集はカルシウムイオン依存性であること、またヒツジおよびガチョウ赤血球
に対する凝集はカルシウムイオンを添加しても赤血球凝集に変化がないことが
分かったので、交差吸着試験は 3 種類の赤血球ともカルシウムイオンを添加す
る系を設定した。 
 3種類の赤血球は TBSを用いて 500 ×g、5分間の遠心分離により 2回洗浄し、
TBS-Ca で 500 ×g、5 分間の遠心分離により 1 回洗浄した後、遠心分離容積
（packed volume）400 μl の赤血球を得た。これに赤血球容積の 0.5 倍量の血
リンパを加え、ローテーターで攪拌しながら 4℃で 2時間インキュベートし、加
えた赤血球に特異的に結合するレクチンを血リンパから除いた。その後 500 ×g、
5分間の遠心分離を行って得た上清を試料として、3種類の各赤血球に対する凝
集活性を測定した。 
 
【結果】 
 カルシウムイオンの存在下、非存在下における 3 種類の赤血球に対するマガ
キ血リンパの凝集活性を表 1 に示した。結果は 5 個体の中央値で表した。ウマ
  7 
赤血球に対する凝集力価はカルシウムイオンの存在下において、13 と高い凝集
活性を示したが、カルシウムイオンが存在しない時は、１となり凝集活性が大
幅に低下した。それに対しヒツジ赤血球に対する活性はカルシウムイオンの存
在・非存在下でともに 11と変わらなかった。また、ガチョウ赤血球に対しても
ヒツジ赤血球に対するのと同様に、ほぼ凝集力価は変わらなかった。 
次に 3種類の赤血球を用いて交差吸着試験を行った。結果は 12個体の凝集活
性の中央値で示した（表 2）。ウマ、ガチョウおよびヒツジ赤血球を用いて血リ
ンパをあらかじめ吸着した場合の非吸着画分ともとの血リンパとの赤血球凝集
活性を比較すると、いずれの赤血球を用いた場合でも非吸着画分においては吸
着に用いたのと同種類の赤血球に対する凝集活性が消失し、吸着赤血球に特異
的に結合する成分が血リンパから除かれたことが確認された。ウマ赤血球およ
びガチョウ赤血球では、それぞれの赤血球非吸着画分は相手の赤血球をもとの
血リンパと同等に凝集した。すなわち、ウマ赤血球非吸着画分でガチョウ赤血
球に対する凝集活性が完全に残り、逆にガチョウ赤血球非吸着画分にはウマ赤
血球に対する凝集活性が保持されていた（表 2）。つまり、ウマとガチョウ赤血
球を凝集する成分は異なっていて、両者の間に交差性はみられなかった。 
これに対して、ヒツジ赤血球に対する凝集活性はウマ赤血球による吸着で大
幅に低下したが一部は保持され、またガチョウ赤血球による吸着では低下した
もののかなりの活性が残った。また、ヒツジ赤血球であらかじめ血リンパを吸
着しておくと、ウマ赤血球に対する凝集活性は大幅に低下し、ガチョウ赤血球
に対する凝集活性も尐し低下した（表 2）。つまり、血リンパレクチンのヒツジ
赤血球に対する凝集活性はウマおよびガチョウ赤血球に対する凝集活性と部分
的に交差することが示された。 
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【考察】 
 3種類の赤血球に対するマガキ血リンパの凝集活性において、カルシウムイオ
ンへの依存性を調べた結果、血リンパのウマ赤血球に対する凝集はカルシウム
イオンに依存するが、ヒツジおよびガチョウ赤血球に対する凝集はカルシウム
イオンに依存しないことが確認された。これは従来の研究（中村, 1995，東北
大学修士論文）と同様の結果であった。マガキにはカルシウムイオンへの依存
性が異なる 2 種類のレクチンが存在するとされている（Olafsen, 1995）。また
ホンヒバリガイにおいてもカルシウムイオンへの依存性が異なる 2 種類のレク
チンmodiolin Eとmodiolin Hが存在するとされる（Tunkijjanukij et al., 1997）。
さらにアメリカガキの血リンパレクチンは、種々の脊椎動物の赤血球を凝集す
るが、ヒト赤血球の凝集にカルシウムイオンが必要である一方、その他の赤血
球凝集にカルシウムイオンは不必要であった（Mcdade and Tripp, 1967）。これ
らのことから、同一種の貝がカルシウムイオン依存性と非依存性の両方のレク
チンを有することが示唆される（室賀・高橋，2007）。 
 マガキ血リンパにおいて、用いた 3 種類の赤血球に対する凝集活性の強さと
カルシウムイオン依存性が異なることから、従来の研究で示されているように
複数のレクチンの存在が考えられる。そのことを確認するため、交差吸着試験
を行った。結果をみるとウマ赤血球とガチョウ赤血球に対する凝集活性は全く
交差しないことから、マガキの血リンパにはウマ赤血球およびガチョウ赤血球
をそれぞれ特異的に凝集する、尐なくとも 2 種類のレクチンが存在すると考え
られた。従来の研究において、マガキの血リンパレクチンについては、ウマ赤
血球特異的レクチン（gigalin E）とヒト赤血球特異的レクチン（gigalin H）
の 2 種類が存在するとされる（Olafsen, 1995）。このことと中村（1995）も行
っている交差吸着試験と本研究の結果を考え合わせると、本研究におけるウマ
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赤血球を凝集するレクチンは gigalin E であり、ガチョウ赤血球を凝集するレ
クチンは gigalin H であると推測される。一方、マガキ血リンパのヒツジ赤血
球に対する凝集活性は、ウマ赤血球に対する活性、ガチョウ赤血球に対する活
性ともに、部分的な吸着不全を起こしていた。マガキ血リンパレクチンを 2 種
類と想定した場合、ウマおよびガチョウ赤血球を凝集する両方のレクチンが、
ともにヒツジ赤血球を部分的に凝集したと考えられる。遺伝子解析の研究では
あるが、マガキからは C タイプレクチン、ガレクチンおよびフコレクチンの尐
なくとも 3種類のレクチン遺伝子が見つかっている（Yamaura et al., 2008）。同
様、Perkinsus olseni の感染を受けたアサリにおいて、EST 解析法を用いて 7 つ
のレクチン遺伝子を検出した（Kang et al., 2006）との報告があるように、二枚
貝においてもレクチンは一つの動物種に多種類存在する可能性が高い。したが
って、今後の研究の進展によっては、マガキ血リンパから第 3、第 4のレクチン
が見出されることも考えられるが、現時点では本研究で行った赤血球凝集特異
性の点から、ウマ赤血球凝集型、ガチョウ赤血球凝集型の 2 種類のレクチンが
存在すると考えて以降の実験を行うこととした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
1
0
 
    
 
     
表１ 血リンパの3種類の赤血球凝集におけるカルシウムイオンへの依存性
凝集力価 （n = 5）
凝集赤血球 Ca2+ Median
ウマ
+ 13
- 1
ヒツジ
+ 11
- 11
ガチョウ
+ 7
- 6
  
1
1
 
    
 
     
表2 赤血球吸着画分の3種類の赤血球に対する凝集活性
凝集力価 （n = 12）
凝集赤血球
吸着赤血球 ウマ ヒツジ ガチョウ
ウマ ‐ 3 7.5
ヒツジ 0.5 ‐ 5
ガチョウ 14 6 ‐
非吸着 14 8 7.5
‐ ； not detected
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第２章 マガキ血リンパレクチンの細菌に対する凝集活性 
 
 第１章において、マガキ血リンパにはウマ赤血球を凝集するものとガチョウ
赤血球を凝集するものの 2 種類のレクチンが存在することが明らかとなった。
本章では、2種類のレクチンの細菌に対する凝集活性を調べた。すなわち、2 種
類のレクチンがともに細菌を凝集する活性を有するのか、あるいは凝集するど
ちらか一方のレクチンが細菌の凝集に関与しているのかについて明らかにする
ことを目的とした。 
 
第１節  9 種類の細菌に対する凝集活性 
 
マガキ血リンパの細菌に対する凝集活性の有無を調べることを目的として、
今回は 9種類の細菌に対する凝集活性を測定した。 
 
【材料と方法】 
供試細菌の調製 
 本実験で供試細菌は 9 種類で、海洋細菌 5 種を含むグラム陽性菌 4 種、グラ
ム陰性菌 5 種であった（表 3）。菌株としては以下に示す通り、それぞれ財団法
人発行研究所（IFO No.）および住商ファーマインターナショナル株式会社（ATCC 
No.）より購入したもの、または東京大学分子細胞生物学研究室（IAM No.）よ
り分与されたものを使用した；Arthrobacter globiformis（IFO 12137）、Bacillus 
subtillis（IAM 1026）、Deleya aquamarina（IAM 12645）、Escherichia coli（IAM 1264）、
Marinococcus halophilus（IAM 12844）、Shewanella putrefaciens（IFO 3908）、
Staphylococcus aureus（IFO 3761）、Vibrio alginolyticus（ATCC 10108）および
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Vibrio tubiashii（ATCC 19106）。これらのうち、海洋細菌（D. aquamarina、M. 
halophilus、S. putrefaciens、V. alginolyticus、V. tubiashii）は Marine broth 2216
（Difco）を用いて、また A. globiformis、B. subtillis、E. coli および S. aureus
はトリプトソーヤブイヨンを培地として、 26℃で振盪しながら培養した。培養
した細菌は遠心分離（15℃, 3000×g, 10 min）により回収し、滅菌したマガキ
用生理食塩水（447 mM NaCl; 14.5 mM KCl; 14.2 mM MgSO4・7H2O; 10.6 mM MgCl2・
6H2O; 2.98 mM NaHCO3; 0.08 mM NaH2PO4・2H2O; 8.75 mM CaCl2・2H2O; 5.55 mM C6H12O6, 
pH 7.8）に懸濁してから、遠心分離により 1 回洗浄を行った。洗浄した細菌は
滅菌したマガキ用生理食塩水に再懸濁し、使用まで－80℃で凍結保存した。生
菌数の測定は以下のように行った。細菌懸濁液を段階希釈したものを Marine 
broth 2216（Difco）に塗抹して 26℃で培養した。24～48 時間後に生長したコ
ロニーを計数して、細菌数（Colony Forming Unit; CFU）を算出した。 
 S. aureus および S. putrefaciens は 1％グルタルアルデヒド処理によって、こ
れらの菌に対する凝集活性が上昇および出現するとの報告があり（中村, 1995 
東北大学修士論文）、生菌に対する凝集活性との比較を行うため、2 種類の細菌
については固定後の凝集活性も測定した（表 3）。生菌は 1％グルタルアルデヒ
ドを含む滅菌したマガキ用生理食塩水に懸濁し、室温で 1 晩攪拌しながら固定
した。固定後、TBSで３回洗浄後、生菌懸濁液と同密度の懸濁液とした。 
 
細菌凝集活性の測定 
 細菌懸濁液は孔径 0.2μmのフィルターで濾過滅菌したマガキ用生理食塩水で
希釈し、細菌数を 107～109 CFU / ml に調製した。96 well の平底マイクロタイ
タープレートを用いて、赤血球凝集活性の測定と同様に、血リンパ（50 μl）
を TBS（25μl）により連続 2倍希釈した後、全 wellに細菌懸濁液（25 μl）を
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添加した。その後タイタープレートをよく振盪し、4℃で 2時間静置した。対照
は TBS（25 μl）に細菌懸濁液（25 μl）を添加した。反応後、凝集活性の有無
は倒立顕微鏡下で、各 wellを対照区と比較して判定した。凝集活性は、細菌が
明らかに凝集塊を形成した血リンパの最大希釈倍率の対数（log2）を算出し、凝
集力価として示した。 
 
【結果】 
 9種類の細菌に対する血リンパの凝集活性の結果を表 4に示した。凝集力価は
5個体の中央値を示した。9種類の細菌のうち、M. halophilus 、V. alginolyticus
および V. tubiashii の 3種類に対しては凝集を示さなかったが、残りの 6種類に
対して明確な凝集活性を示した。グラム染色性と凝集活性の有無に関係は見ら
れなかった。また海洋細菌と非海洋細菌との間にも凝集活性の有無に関係は見
られなかった。活性の強さをみると、6 種類の生菌のうち、A. globiformis およ
び S. putrefaciens に対する強い凝集活性が特に強かった。生菌と固定菌の両方
を供試した 2種類の細菌についてみると、S. putrefaciens は生菌の場合血リンパ
によって強く凝集されたが、対照的に固定菌は全く凝集されなかった。一方、
S. aureus は生菌、固定菌ともに凝集された。凝集活性は固定菌に対してより高
い値であった。 
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第２節 赤血球で吸着したマガキ血リンパレクチンの細菌凝集活性の変化 
  
 第１節でマガキ血リンパが細菌を凝集することは明らかとなったが、血リン
パ中のどのような成分が凝集活性を示しているのかは明らかではない。可能性
の最も高いものはレクチンであるが、第１章でも確認したように、マガキ血リ
ンパにはウマ赤血球凝集型とガチョウ赤血球凝集型の尐なくとも 2 種類のレク
チンがある。そこで本節では、ウマ赤血球凝集レクチンおよびガチョウ赤血球
凝集レクチンのどちらかが、あるいは両方が細菌凝集に関与しているのかを明
らかにするため、血リンパをあらかじめウマあるいはガチョウ赤血球と混合し
て、それぞれの赤血球に特異的レクチンを吸着・除去した画分（赤血球非吸着
画分）を調製し、これを試料として第１節の実験で凝集されることが示された
細菌種に対する凝集活性を測定した。 
 
【材料と方法】 
 吸着材料となる赤血球には、第 1 章の交差吸着試験において、交差性がなか
ったウマおよびガチョウ赤血球を用いた。赤血球懸濁液の調製は第 1 章と同様
に行った。赤血球に対する血リンパの吸着は、第１章の交差吸着試験と同様に
行い、吸着処理後の遠心上清を赤血球非吸着画分として凝集活性を測定した。 
細菌は本章第 1 節の血リンパレクチンの細菌凝集試験において、凝集される
ことが示された以下の 4 種類の細菌を用いた；A. globiformis 生菌、D. 
aquamarina 生菌、S. putrefaciens 生菌、S. aureus 固定菌。細菌の調製は本章
第１節と同様に行った。 
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【結果】 
赤血球による血リンパの吸着については、数値データは示していないが、第 1
章の交差吸着試験の結果と同様に、ウマ赤血球、ガチョウ赤血球のそれぞれで
吸着処理をした画分では、吸着に用いた赤血球に対する凝集活性は完全に消失
し、他方の赤血球に対する凝集活性（ウマ赤血球非吸着画分→ガチョウ、ガチ
ョウ赤血球非吸着画分→ウマ）は完全に保持されて、非吸着血リンパの活性と
同程度であった。すなわち、ウマ赤血球非吸着画分はウマ赤血球凝集レクチン
を含まない画分であり、ガチョウ赤血球非吸着画分はガチョウ赤血球凝集レク
チンを含まない画分である。 
それぞれの赤血球非吸着画分ともとの血リンパの細菌凝集活性の結果を表 5
に示した。凝集力価は 5個体の中央値を示した。3種類の生菌に対するウマ赤血
球非吸着画分の凝集活性はもとの血リンパの活性と違いがなかった。それに対
し、ガチョウ赤血球非吸着画分の細菌凝集活性は、3種類の菌種のいずれに対し
ても、もとの血リンパの活性に比べて大幅に低下した。一方、S. aureus 固定菌
に対しては、ウマおよびガチョウ非赤血球吸着画分どちらの凝集活性において
も、もとの血リンパの活性と大きな違いはみられなかった。 
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表3 本研究で用いた細菌種
Gram staining Bacterial species
positive Arthrobacter globiformis (Live)
Bacillus subtillis (Live)
Marinococcus halophilus (Live)
Staphylococcus aureus (Live, Fixed)
negative Deleya aquamarina (Live)
Escherichia coli (Live)
Shewanella putrefaciens (Live, Fixed)
Vibrio alginolyticus (Live)
Vibrio tubiashii (Live)
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表4 血リンパの9種類の細菌に対する凝集活性
凝集力価 （n = 5）
Treatment Bacterial species Median Range
Live Arthrobacter globiformis 9 8～10
Bacillus subtillis 3 2～4
Deleya aquamarina 5 4～6
Escherichia coli 2 2～3
Marinococcus halophilus ‐ ‐
Shewanella putrefaciens 8 8～9
Staphylococcus aureus 2 1～2
Vibrio alginolyticus ‐ ‐
Vibrio tubiashii ‐ ‐
Fixed Shewanella putrefaciens ‐ ‐
Staphylococcus aureus 5 5～6
‐ ； not detected
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表5 赤血球で吸着した血リンパレクチンの細菌凝集活性
凝集力価 （n = 5）
Treatment Bacteriaｌ species 吸着赤血球 Median Range
Live
Arthrobacter globiformis
ウマ 9 7～9
ガチョウ 2 1～4
非吸着 9 8～10
Deleya aquamarina
ウマ 5 4～5
ガチョウ 1 0～2
非吸着 5 4～6
Shewanella putrefaciens
ウマ 8 6～8
ガチョウ 3 ‐～5
非吸着 8 8～9
Fixed Staphylococcus aureus
ウマ 5 4～6
ガチョウ 4 2～4
非吸着 5 5～6
‐ ； not detected
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【考察】 
 マガキ血リンパは 9種類の細菌のうち、6種類の細菌に対して凝集活性を示し
た。また V. alginolyticus および V. tubiashii に対してマガキ血リンパは凝集活性
を示さなかった。上記の種ではないが、Vibrio 属細菌は健康なマガキの血リン
パから単離されている（Olafsen et al., 1993）。またバージニアガキに Vibrio 
vulnificus を投与すると、消失に 16 日間を要する（Kelly and DiNuzzo, 1985）。
これらのことから、Vibrio 属細菌はカキ体内に常在する、あるいは環境水中の
最優占菌群で常時接触しているため、レクチンに認識されなかった可能性があ
る。 
本研究では固定した細菌において、生菌に対してみられた凝集活性が固定菌
に対しては消失する（S. putrefaciens）、あるいは生菌に対する活性よりも固定
菌に対する方が高くなるといった変化がみられた（S. aureus）。凝集活性が消失
したり、逆に活性が高まるのは、グルタルアルデヒド処理により細菌表面の糖
鎖がレクチンに認識されにくい構造に変化したり、逆に認識されやすい構造に
なったためではないかと考えられる。ホンビノスガイでも血リンパレクチンの
生菌とホルマリンで固定した菌に対する凝集活性に違いがあるとの報告（Tripp, 
1992）がある。 
先に述べたように、本実験では S. putrefaciens 生菌に対しては高い凝集活性
が認められたが、固定した際には凝集活性が消失した。このことは、マガキ血
リンパレクチンは S. putrefaciens 生菌を凝集しないが 1％グルタルアルデヒド
処理を行った菌に対して凝集活性が出現するとの報告（中村, 1995 東北大学修
士論文）と逆の結果となった。この理由については明確ではないが、本研究で
は 5 個体の中央値を示しているのに対し、中村（1995）では 1 個体の結果を示
しているため、凝集活性の個体差から結果に違いが生じた可能性がある。 
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第 1 節よりマガキ血リンパに細菌に対する凝集活性が存在することが明らか
になった。そこで、次に細菌を凝集する血リンパ中の成分はレクチンなのか、
レクチンであるとすると、2種類のレクチンの両方あるいはどちらか一方が凝集
活性を示すのかを明らかにするため、あらかじめウマあるいはガチョウ赤血球
で吸着処理した画分を用いて、細菌凝集活性を調べた。その結果、供試した 3
種類のいずれの生菌においても、ガチョウ赤血球非吸着画分の凝集活性が著し
く低下した。一方、ウマ赤血球非吸着画分の活性はもとの血リンパのものと変
わらなかった。このことからガチョウ赤血球凝集レクチンが 3 種類の生菌を凝
集した成分であると考えられる。 
ガチョウ赤血球非吸着画分の供試した 3 種類の生菌に対する凝集活性は、も
との血リンパの活性に比べて大幅に低下したが、完全に消失せず、活性がわず
かに残った。この理由については、血リンパに存在するウマ赤血球凝集レクチ
ン以外の赤血球凝集成分や糖タンパク質などの液性因子が細菌凝集に関与した
可能性が考えられる。 
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第 3章 細菌接種を施したマガキ血リンパレクチン活性の変動 
 
 第 2 章の研究で、マガキ血リンパは細菌を凝集する活性を有していること、
その活性成分の主体はレクチン、特にガチョウ赤血球凝集レクチンであること
が明らかとなった。このような凝集活性を持つことから、生体内においても血
リンパレクチンは細菌に対して応答する可能性がある。そこで、細菌刺激を与
えたマガキにおける血リンパレクチン活性の変動を調べることを目的として、
細菌接種を施したマガキから経日的に血リンパを採取して細菌および赤血球に
対する凝集活性を測定した。 
 
【材料と方法】 
 マガキは個体標識してから、閉殻筋側面の殻を削って軟体部が見えるように
して、閉殻筋血洞内へツベルクリンシリンジを用いて細菌懸濁液（500 μl）を
接種した。供試した細菌はマガキの幼生に対する病原菌であり、血リンパによ
って凝集されない V. alginolyticus の生菌（107 CFU / Oyster）および血リンパに
よって強く凝集される A. globiformis の生菌（107および 109 CFU / Oyster）の 2
種類である。細菌の調製は 2 章と同様に行った。対照としてマガキ用生理食塩
水を細菌と同量接種した。マガキは実験期間中、15℃の循環水槽で保持し、細
菌を接種した日を 0 日目として接種前、1、4 および 7 日後に識別した各個体か
ら連続して血リンパを採取した。採取した血リンパはウマ、ヒツジ、およびガ
チョウ赤血球と A. globiformis、S. putrefaciens および V. alginolyticus に対する
凝集活性を測定した。凝集活性は血リンパの希釈倍率で示し、測定した個体数
の中央値をとり、四分位偏差を示した。対照区と細菌接種区との間の凝集活性
の有意差は Mann Whitney U-test（P＜0.05）を用いて検定を行った。また採取
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日間の凝集活性の有意差は Kruskal-Wallis Test（P＜0.05）および Dunn’s 
Multiple Comparison Test（P＜0.05）を用いて検定を行った。 
 
【結果】 
 V. alginolyticus、A. globiformis のどちらの菌種を接種した個体においても、
V. alginolyticus に対する血リンパの凝集活性はあらわれず、非接種の固体と同様
であった。図 1 から図 5 には V. alginolyticus を接種した個体のウマ、ヒツジ、
およびガチョウ赤血球とA. globiformisおよびS. putrefaciens に対する凝集活性
の変動を示した。それぞれ 10 個体の凝集活性を測定した。対照区と V. 
alginolyticus 接種区との活性をみると、全体的に V. alginolyticus 接種区の活性の
方が高くなる傾向はあるものの、個体差が大きく両区の凝集活性の間に有意差
は認められなかった。また、採取日間の凝集活性にも有為差は認められなかっ
た。図 6から図 10に A. globiformis を 107 CFU / Oyster 接種したときのウマ、
ヒツジ、およびガチョウ赤血球と A. globiformis および S. putrefaciens に対する
凝集活性の変動を示した。それぞれ 11 個体の凝集活性を測定した。V. 
alginolyticus を接種した場合と同様に、各赤血球・細菌において対照区と細菌接
種区との間の凝集活性に有意差は認められなかった。しかし、活性の変動傾向
は異なり、特に接種 4日後以降、A. globiformis 接種区の活性が対象区の活性よ
りも低くなっていた。採取日間の凝集活性にも有意差は認められなかった。さ
らに A. globiformis 接種による血リンパレクチンの変動をより明確にするため、
A. globiformis の接種量を 100 倍の 109 CFU / Oyster とし、血リンパレクチンの
ガチョウ赤血球および A. globiformis に対する凝集活性を測定した。対照区は 10
個体、細菌接種区は 9 個体の凝集活性を示した（図 10～12）。細菌接種区におい
て 4 日目から 7 日目の間に 1 個体の死亡がみられた。ガチョウ赤血球、A. 
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globiformis のどちらに対しても、対照区より A. globiformis 接種区の方が凝集活
性は大きく低下した（有意差はなし）。A. globiformis 接種区において、採取日間
の凝集活性にも有意差は認められなかった。しかし、ガチョウ赤血球、A. 
globiformis に対する凝集活性はともに 1 日目に低下し、4 日目に 0 日目のレベ
ルに回復する傾向がみられた。 
 
【考察】 
 血リンパレクチンが凝集活性を示さない V. alginolyticus と凝集活性を示す A. 
globiformis をマガキに接種することで、血リンパレクチンの凝集活性の比較を
行った。結果は V. alginolyticus および A. globiformis 接種区ともに、対照区と細
菌接種区間および採取日間の凝集活性に統計的有意差は認められなかった。特
に A. globiformis 接種区は特徴的な変動を示したが、有意な差ではなかった。こ
れは凝集活性の個体差が大きかったためであると考えられる。しかし、V. 
alginolyticus と A. globiformis の接種区の間でレクチン活性の変動には異なる傾
向がみられた。V. alginolyticus 接種区では、ウマ赤血球凝集活性、ガチョウ赤血
球凝集活性ともにほとんど変動しなかった。それに対して A. globiformis 接種区
では、A. globiformis を接種した実験区でガチョウ赤血球に対する凝集活性が低
下する傾向がみられた。このことから、マガキ生体内でガチョウ赤血球凝集レ
クチンは接種された A. globiformis を凝集するために消費され、血リンパ中での
濃度が低下していると考えられる。さらに A. globiformis を 109 CFU / Oyster 接
種したとき、ガチョウ赤血球および A. globiformis に対する凝集活性は共に 1 日
目に低下し、4 日目に 0 日目のレベルに回復する傾向が見られた。これは 1 日目
にマガキ生体内でガチョウ赤血球凝集レクチンが接種された A. globiformis を凝
集し、凝集活性が低下したためと考えられる。さらに 4 日目にはマガキ体内で
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細菌刺激によって新しくガチョウ赤血球凝集レクチンが産生された可能性が考
えられる。これらのことから、生体内に細菌が侵入するような状況があれば血
リンパレクチンは明確な応答を示すと思われる。 
本研究では A. globiformis 接種区の凝集活性が対照区と比べて大きな上昇はみ
られなかった。Vibrio anguillarum をマガキが入った水槽に添加し、血リンパの
ウマおよびヒト赤血球凝集活性を測定した研究において、細菌を投与した区で
対照区よりも凝集活性が上昇したとの報告（Hardy et al., 1977; Olafsen et al., 
1992）があるが、この結果の違いは過去の研究との菌種および実験方法の違い
によると考えられる。 
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図1 V.alginolyticus接種後の血リンパのウマ赤血球凝集活性
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図2 V.alginolyticus接種後の血リンパのヒツジ赤血球凝集活性
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図3 V.alginolyticus接種後の血リンパのガチョウ赤血球凝集活性
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図4 V.alginolyticus接種後の血リンパのA.globiformis凝集活性
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図4 V.alginolyticus接種後の血リンパのA.globiformis凝集活性
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図6 A.globiformis接種（107 CFU / Oyster）後の血リンパのウマ赤血球凝集活性
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図7 A.globiformis接種（107 CFU / Oyster）後の血リンパのヒツジ赤血球凝集活性
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図8 A.globiformis接種（107 CFU / Oyster）後の血リンパのガチョウ赤血球凝集活性
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図9 A.globiformis接種（107 CFU / Oyster）後の血リンパのA.globiformis凝集活性
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図10 A.globiformis接種（107 CFU / Oyster）後の血リンパのS.putrefaciens凝集活性
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図11 A.globiformis接種（109 CFU / Oyster）後の血リンパのガチョウ赤血球凝集活性
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図12 A.globiformis接種（109 CFU / Oyster）後の血リンパのA.globiformis凝集活性
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総合考察 
 
 レクチンの定義についてはまだ定まっていないところもあるが、最も一般的
で簡単なものは「糖鎖を特異的に認識して結合あるいは架橋を形成する糖タン
パク質」（Sharon and Lis, 2003）である。認識の対象となる糖鎖は、溶液に存
在するものだけでなく、動植物が持つ様々な細胞や細菌・真菌などの微生物の
細胞壁の表面に存在する糖鎖分子も含まれる。したがって、レクチンは「糖鎖
との特異的な結合を介して異物を認識する分子」とされる（室賀・高橋，2007）。
生体内でのレクチンの働きは多様であると考えられるが、そのうちの 1 つは上
記のように異物認識分子として生体防御に関与することであろう。レクチンの
活性測定には一般的に赤血球が標的細胞として用いられているが、これは実験
の利便性のためである。生体においてレクチンが異物認識分子として機能する
場合、標的となる粒子は第一に細菌であると考えられる。そこで本研究は、マ
ガキ血リンパレクチンの細菌凝集活性について検討することを試みた。 
 最初に、マガキ血リンパにどのようなレクチンが存在するのか、赤血球凝集
特性の点から確認することにした（第 1章）。その結果、ウマ赤血球凝集レクチ
ンとガチョウ赤血球凝集レクチンの尐なくとも 2 種類が存在する事が明らかと
なった。従来の研究でもマガキ血リンパには gigalin E と gigalin H の 2 種類
の存在が示されている（Olafsen, 1995）。中村（1995）とも考え合わせると、
赤血球の種類による凝集特異性の点で、ウマ赤血球凝集レクチンと gigalin E、
ガチョウ赤血球凝集レクチンと gigalin H が一致した。そこで本研究では、マ
ガキ血リンパには 2 種類のレクチンが存在することを前提に、主題である細菌
凝集活性の研究を進めた。 
 第 2 章では、最初にマガキ血リンパにおける細菌凝集活性の有無を調べた。
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凝集の標的となる細菌は、マガキ幼生に対する強い病原性が知られる Vibrio 菌
を含む海洋細菌と従来の研究において、凝集されることが知られる細菌種から
選び、9種類を用いた。その結果、9 種類のうち 6種類とすべてではないが、マ
ガキ血リンパは細菌を凝集することが示された。 
 次に細菌を凝集する血リンパ中の成分はレクチンなのか、レクチンであると
すると、2種類のレクチンの両方あるいはどちらか一方が凝集活性を示すのかを
明らかにするため、あらかじめウマあるいはガチョウ赤血球で吸着処理した画
分を用いて、細菌凝集活性を調べた。その結果、供試した 3 種類のいずれにお
いても、ガチョウ赤血球非吸着画分の凝集活性が著しく低下した。対照的にウ
マ赤血球非吸着画分の活性はもとの血リンパのものと変わらなかった。すなわ
ち、今回供試した細菌を凝集した成分はガチョウ赤血球凝集レクチンであると
考えられる。2種類のレクチンの間で細菌に対する反応性に明らかな違いを見出
したのは本研究の大きな成果である。序論でも述べたように、二枚貝類血リン
パの細菌凝集活性についてはいくつかの種で測定されている（アメリカガキ  
Tamplin and Fisher, 1989; Fisher and DiNuzzo, 1991; ホンビノスガイ Tripp, 
1992; ホンヒバリガイ Tunkijjanukij at al., 1998a）。しかし、精製レクチンを
用いた研究を除いては本研究のように特定のレクチンが細菌凝集を行っている
ことを示した例はない。 
 上述の通り、マガキ血リンパレクチンは細菌に対して明らかな反応を示した
ことを受けて、細菌による刺激を与えることで、生体内のレクチン活性が変動
するのではないかと考え、細菌接種実験を行った（第 3 章）。結果は個体差によ
ると思われる変動が大きく、試験区と対照区の間に統計的な有意差を認めるこ
とはできなかったが、いくつか興味深い知見が得られた。今回は血リンパレク
チンに凝集されない V. alginolyticus と強く凝集される A. globiformis を接種した。
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これら 2 つの接種区の間でレクチン活性変動には異なる傾向があり、V. 
alginolyticus 接種区では、ウマ赤血球凝集活性、ガチョウ赤血球凝集活性ともに
ほとんど変動しなかったのに対し、A. globiformis 接種区ではガチョウ赤血球に
対する凝集活性が低下する傾向にあった。それは A. globiformis を大量（109 CFU）
に接種した実験区で顕著であった。このことから、マガキ生体内でガチョウ赤
血球凝集レクチンは接種された A. globiformis を凝集するために消費され、血リ
ンパ中での濃度が低下していると考えられる。すなわち、生体内に細菌が侵入
するような状況があれば血リンパレクチンは明確な応答を示すと思われる。こ
の問題についてはさらに検討が必要であろう。 
 最後に、マガキに血リンパに凝集される A. globiformis 接種した時の、ガチョ
ウ赤血球および A. globiformis に対する凝集活性の変動の傾向から、マガキ体内
で細菌刺激により新しくガチョウ赤血球凝集レクチンが産生された可能性が示
された。アサリではレクチンが P. olseni の感染によって誘導される（Kang et al., 
2006）ことが明らかとなっている。マガキにおいても細菌からの防御機構を明
らかにするために、今後は血リンパレクチンの産生および誘導機構を明らかに
することが必要であると考えられる。 
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要 約 
 
レクチンは糖鎖の構造を認識して結合する糖タンパク質であり、赤血球を凝
集するタンパク質として様々な生物種に分布する。マガキ Crassostrea gigas に
おいては、細菌に対する凝集活性の特徴については十分に明らかではない。ま
た生体においてレクチンが異物認識分子として機能する場合、標的となる粒子
は第一に細菌であると考えられる。そこで本研究では、マガキ血リンパレクチ
ンの細菌凝集活性について検討することを試みた。 
 最初にマガキ血リンパにどのようなレクチンが存在するのか、赤血球凝集特
性の点から確認した。その結果、ウマおよびガチョウ赤血球凝集レクチンの尐
なくとも 2 種類が存在する事が明らかとなった。そこでこれを前提に細菌凝集
活性について調べた。まずマガキ血リンパにおける細菌凝集活性の有無を調べ
た結果、9種類のうち 6種類の細菌を凝集することが示された。そこで次に、細
菌を凝集する血リンパ中の成分はレクチンなのか、レクチンであれば 2 種類の
レクチンの両方あるいは一方が凝集活性を示すのかを明らかにするため、ウマ
あるいはガチョウ赤血球非吸着画分を用いて細菌凝集活性を調べた。その結果、
ガチョウ赤血球非吸着画分の細菌凝集活性が著しく低下し、ウマ赤血球非吸着
画分の活性はもとの血リンパのものと変わらなかったことから、細菌を凝集し
た成分はガチョウ赤血球凝集レクチンであると考えられた。マガキ血リンパレ
クチンが細菌に対して凝集活性を示したことから、細菌刺激を与えることで、
生体内のレクチン活性が変動するかを調べるため、細菌接種実験を行った。結
果は個体差によると思われる変動が大きく、試験区と対照区間に統計的な有意
差を認めることはできなかった。しかしレクチン活性の変動傾向から生体内へ
の細菌の侵入によって血リンパレクチンが明確な応答を示すことが示唆された。 
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